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Introducción 
Las bifidobacterias constituyen poblaciones dominantes del tracto gastrointestinal humano y forman parte de diversos productos probióticos comerciales. Las 
bifidobacterias residentes, incluyendo especies como Bifidobacterium catenulatum y Bifidobacterium pseudocatenulatum, y las que se ingieren con los probióticos ejercen 
diversos efectos beneficiosos en la salud del hospedador/consumidor. Sin embargo, hay un gran desconocimiento de los mecanismos moleculares a través de los cuales 
proveen estos beneficios. Este conocimiento resulta crítico para apoyar de forma científica su empleo en alimentación funcional. 
Algunas cepas de bifidobacterias, como B. pseudocatenulatum IPLA 36007, se ha visto que son capaces de liberar agliconas de los glucósidos de las isoflavonas de la 
soja (su forma natural en la planta). Este paso es esencial para su biodisponibilidad y su actividad estrogénica y antioxidante, mecanismos a través de los cuales influyen 
en la salud. Los genomas de las bifidobacterias muestran un gran número de genes que codifican glicosil-hidrolasas, incluyendo β-glucosidasas. De forma reciente, se ha 
caracterizado una β-glucosidasa de Bifidobacterium animalis subsp. lactis capaz de hidrolizar glucósidos de isoflavonas [Youn et al., 2012]. Sin embargo, se sospecha de 
la participación de distintos enzimas en cepas y especies diferentes. La disponibilidad de la secuencia del genoma de la cepa IPLA 36007 permitirá identificar los 
mecanismos moleculares que participan en este proceso, lo que posibilitará su empleo en diversas aplicaciones biotecnológicas. 
Materiales y Métodos 
Ensayo de liberación de agliconas. Las cepas se incubaron en anaerobiosis en medio MRS-cisteína sin glucosa y suplementado con un 2% de celobiosa y 100 mM de 
daidzina o genistina. Las isoflavonas se extrajeron con acetato de etilo que se evaporó y el precipitado se resuspendió en metanol. Las isoflavonas se separaron en placas 
de TLC de gel de sílice con un sistema tolueno: acetona (2:1) y se revelaron mediante luz ultravioleta. 
Secuenciación genómica de B. pseudocatenulatum. Se construyeron genotecas con ADN total de la cepa IPLA 36007 de 0.5 kpb que se sometieron posteriormente a 
secuenciación por los dos extremos con tecnología Illumina. Las secuencias obtenidas se filtraron por calidad y se ensamblaron con el programa Velvet v.1.2.10. 
Anotación genómica. La anotación genómica se llevó a cabo mediante el servidor RAST y el análisis de homología proporcionado por el programa BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Además, para la descripción de determinados genes y operones se consultaron las bases de datos KEGG 
(http://www.genome.jp/kegg/pathway.html), Uniprot (http://www.uniprot.org) y COG (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG). 
Crecimiento y activación de isoflavonas en leche de soja. Las células de un cultivo de una noche se lavaron en tampón salino estéril y se ajustó la densidad óptica de 
la suspensión celular a 0.1 a 600 nm (≈107-108 ufc/ml). Con estas suspensiones se inoculó leche de soja al 2% y se incubó en anaerobiosis a 37ºC. El crecimiento se 
estimó mediante diluciones y cultivo. Las isoflavonas y sus productos metabólicos se identificaron y cuantificaron por HPLC. 
Conclusiones 
- La caracterización de las β–glucosidasas de B. pseudocatenulatum IPLA 36007 permitirá identificar aquéllas que actúan sobre las isoflavonas de la soja y liberan las 
agliconas funcionales. La participación en el proceso de alguna otras glicosil-hidrolasa de entre las detectadas no puede descartarse. 
- La cepa IPLA 36007 podría utilizarse en combinación con otras bacterias ácido-lácticas para la formulación de productos fermentados a base de soja. 
Resultados y Discusión 
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De una larga colección de bifidobacterias de origen humano, la cepa B. 
pseudocatenulatum IPLA 36007 mostró gran actividad liberadora de agliconas de 
las isoflavonas mayoritarias de la soja, daidzina y genistina, convirtiéndolas en 
daidzeína (Figura 1) y genisteína, respectivamente. 
Figura 1.- Cromatograma de TLC mostrando la conversión de 
daidzina a daidzeína por la cepa IPLA 36007. Orden: línea 1, 
daidzina incubada con células enteras de una cepa negativa de 
Bifidobacterium longum; línea 2, daidzina incubada con células de 
B. pseudocatenulatum IPLA 36007; líneas S1 y S2, estándares de 
daidzina y daidzeína, respectivamente. 
S1 2 1 S2 
A 
β-glucosidasa AW18_01575 
C 
β-glucosidasa  AW18_08145 
D 
β-glucosidasa  AW18_09810 
B 
β-glucosidasa  AW18_08090 
E 
β-glucosidasa/ 
β-galactosidasa 
AW18_02015 
Figura 2.- Organización genética en el entorno a los genes que codifican β-glucosidasas en el genoma de la cepa B. pseudocatenulatum IPLA 36007. 
Cuatro de los genes codifican glicosil-hidrolasas de la familia 3 (A a D). Un gen codifica una glicosil-hidrolasa de la familia 1. Código de colores: en rojo, 
genes de glucosidasas; en verde, genes implicados en el transporte de azúcares; en azul, genes implicados en metabolismo de hidratos de carbono; en 
marrón, genes que codifican proteínas reguladoras; en gris, genes que pertenecen a otros subsistemas (RAST). Las cajas grises representan genes 
que codifican ARNt y ARNr. Los cuadros con fondo azul claro indican genes funcionalmente acoplados que comparten posiciones relativas conservadas 
en el genoma de otras bifidobacterias. 
El genoma de B. pseudocatenulatum IPLA 36007 (JEOD00000000) contiene 
una amplia gama de genes que codifican glicosil-transferasas y glicosil-hidrolasas 
(52 en total). Entre éstos se incluyen genes para xilanasas (4), pululanasas (3), 
amylomaltases (2), α-amilasa (1) y maltodextrin glucosidas (1). También alberga 
genes de α- (5) y β- (9) galactosidasas, α- (1) y β- (7) xilosidasas, α- (1) y β- (4), 
glucosidasas, α-arabinofuranosidasas (4), manosidasas β- (2) y α-rhamnosidasas 
(1). De todos ellos, cinco pudieran presentar actividad β–glucosidasa; cuatro 
pertenecen a la familia 3 de las glicosil-hidrolasas y uno a la familia 1. La 
organización de estos genes y otros adyacentes se presenta en la Figura 2. Las 
secuencias nucleotídicas y la de sus proteínas deducidas comparten entre ellas 
una homología limitada (Alegría et al., 2014). Tampoco tienen relación con el gen 
de B. animalis subps. lactis con actividad sobre las isoflavonas. Enzimas 
homólogos, sin embargo, están presentes en otras cepas secuenciadas del grupo 
de Bifidobacterium adolescentis (B. adolescentis, B. dentium, B. angulatum, B. 
catenulatum, etc.) 
La cepa B. pseudocatenulatum IPLA 36007 no se multiplica en leches de soja 
comerciales (Figura 3A). Aún así, es capaz de llevar a cabo la transformación de 
las isoflavonas (liberación de las agliconas) de forma eficiente (Figura 3B). 
Figura 3.- Panel A. Desarrollo de la cepa B. pseudocatenulatum IPLA 36007 en leche de soja de dos marcas comerciales de la cepa. Evolución de los 
microorganismos a lo largo del tiempo y del pH. Panel B. Detección y cuantificación de los glucósidos de isoflavona (daidzina y genistina) y sus 
respectivas agliconas (daidzeína y genisteína) tras 24 h de incubación de la cepa IPLA 36007 en leche de soja (Alprosoja). 
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